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2-Objet et domaine d’application
La présente consigne définit les étapes à respecter lors de la vérification de routine des pipettes de l’unité avec le kit anti-évaporation. Elle s’applique à la vérification des pipettes à piston, mono-canal, à volume variable et à déplacement d’air (pipette de type A). 

Le kit est compatible seulement avec les balances Mettler Toledo. Pour le montage, se référer à la notice jointe.

La méthode utilisée est la méthode gravimétrique par distribution décrite dans la norme ISO 8655-6. Les pipettes contrôlées par cette méthode sont les suivantes :
- P40

- P50

- P100

- P200

- P250

- P1000

- 5 mL

- 10 mL

Les pipettes P2, P10, P20, les multicanaux ainsi que les distributeurs sont exclues de cette consigne en raison de la résolution de la balance inadaptée.
3-Documents de références

Cette consigne a été établie d’après les documents suivants :
- Norme ISO 9001

- Norme DIN EN ISO 8655-2 Pipettes à piston

- Norme DIN EN ISO 8655-6 Essais gravimétriques
4-Définitions
Erreur systématique (justesse) : Différence entre le volume distribué et le volume nominal ou volume sélectionné
Erreur aléatoire (répétabilité) : Dispersion des volumes distribués autour de la moyenne des volumes distribués

Erreur maximale tolérée : Valeur extrême maximale et minimale tolérée pour l’écart du volume distribué par rapport au volume nominal ou au volume sélectionné d’un appareil volumétrique à piston

Plage de volume : partie du volume nominal qui permet la distribution en respectant les erreurs maximales tolérées spécifiées. La limite supérieure de la plage est toujours le volume nominal. La limite inférieure est 10% du volume nominal sauf indication contraire par le fournisseur
Prélèvement direct : La précision du mode direct repose sur la régularité du flux et de la pression d’air ou sur l’étanchéité de l’ensemble capillaire/piston

Prélèvement indirect : Le pipetage en mode indirect est souvent utilisé pour les solvants ou liquides légèrement visqueux. La course de purge est utilisée pendant la préparation de la pipette (appuyer sur le bouton poussoir jusque la 2ème butée). Quand le liquide est aspiré, une quantité de liquide égale à l’air de purge déplacé est ajoutée. Cette quantité compense la pellicule de liquide qui reste à l’intérieur du cône pendant la distribution
Volume nominal : volume indiqué sur l’instrument pour lequel une performance de justesse et de reproductibilité a été spécifiée par le fabricant
Volume nominal d’une pipette à piston à volume variable : le plus grand volume pouvant être choisi par l’utilisateur et spécifié par le fabricant
5-Principe

La vérification est réalisée selon le principe de la gravimétrie, c’est-à-dire la détermination du volume d’eau délivré par la pipette à partir de la connaissance de la masse mesurée. La vérification est effectuée par les personnes responsables de salles à une fréquence variable ou les personnels permanents (enseignants-chercheurs et personnel technique) ainsi que les doctorants suivant l’utilisation des pipettes, soit tous les 3 mois pour les pipettes les plus utilisées (1.5h/j) ou pour les manipulations les plus critiques ou à minima 1 fois/an
En cas d’incident sur une pipette (choc, chute, remontée de liquide),  il faut informer les responsables de la salle ou le RMQ qui aviseront des dispositions à prendre 
Fréquence de vérification des pipettes par laboratoire de l’unité MINT
	Laboratoire concerné
	Nombre de pipettes 
(données variables, effectif basé sur la vérification 2015)
	Fréquence de vérification

A définir

	4223
	5
	

	4224
	6
	

	4226
	8
	

	4229
	5
	

	4232
	9
	

	4234
	12
	

	4235
	6
	

	4265
	6
	

	4267
	3
	

	4269
	8
	

	4271
	4
	

	4272
	5
	

	4273
	7
	

	4282
	3
	


6-Matériel
- une balance de précision. Il convient que la résolution de la balance utilisée pour les essais soit choisie conformément au volume sélectionné de l’appareil soumis à l’essai

	Volume sélectionné de la pipette soumis à l’essai
	Résolution de la balance

	>10 à 100 µl
	0.01

	>100 à 1000 µl
	0.1

	>1 à 10 ml
	0.1


Les pipettes dont le volume est < à 100 µl sont contrôlées à 10-5 avec une résolution à 0.01 et les pipettes dont le volume est > à 100 µl sont contrôlées à 10-5 ou 10-4 avec une résolution à 0.1
Note 1 : Pour la qualification des pipettes P40 et P50 dont le volume minimal est de 5µL, on s’accorde de distribuer 2 fois le volume minimal pour atteindre une pesée de 10mg

Exemple : distribution de 5µl => 2 répétitions de 5µl par pesée soit environ 10 mg

Note 2 : Pour la pesée de 10 mg (valeur limite pour la balance 10-5), on s’accorde de valider la pesée en incluant la valeur limite de justesse inférieur des spécifications de justesse
- un récipient de prélèvement pouvant contenir le liquide d’essai nécessaire type bécher 
- un kit anti-évaporation
- de l’eau distillée à température ambiante
- un thermomètre de précision 
7-Erreurs maximales tolérées
	
	E% (Justesse) : Erreurs maximales systématiques tolérées
	CV% : Erreurs maximales aléatoires tolérées

	Dénomination
	Volume minimal
	Volume à 50%
	Volume nominal
	Volume minimal
	Volume à 50%
	Volume nominal

	P40 

(5 à 40µl) 
	5
	2.5
	1.25
	2
	1
	0.5

	P50 

(5 à 50µl) 
	5
	2
	1
	2
	0.8
	0.4

	P100 

(10 à 100µl) 
	8
	1.6
	0.8
	3
	0.6
	0.3

	P200

(20 à 200µl)
	8
	1.6
	0.8
	3
	0.6
	0.3

	P200

(40 à 200µl)
	4
	1.6
	0.8
	1.5
	0.6
	0.3

	P250 Gilson

(50 à 250µl)
	12
	6
	2.4
	4
	2
	0.8

	P1000 Gilson

(100 à 1000µl)
	12
	2.4
	1.2
	4
	0.8
	0.4


	P1000

(100 à 1000µl)
	8
	1.6
	0.8
	3
	0.6
	0.3

	P1000

(200 à 1000µl)
	4
	1.6
	0.8
	1.5
	0.6
	0.3

	P5000

(1 à 5ml)
	4
	1.6
	0.8
	1.5
	0.6
	0.3

	P10000

(1 à 10ml)
	6
	1.2
	0.6
	3
	0.6
	0.3

	P10000

(2 à 10ml)
	3
	1.2
	0.6
	1.5
	0.6
	0.3


Source : Norme 8655 – Tableau 1 : Erreurs maximales tolérées pour les pipettes types A et D1 

Note1 : les Erreurs Maximales tolérées autorisées définies pour les volumes nominaux s’appliquent à tous les volumes choisis à travers la gamme de la pipette à piston
Exemple : pour une pipette P200

Volume mini à 20µl, E% (justesse)  = 8%, soit volume toléré +/- 1.6µl
Volume maxi à 200µl, E% (justesse) = 0.8%, soit volume toléré +/- 1.6µl
Note 2 : Ce tableau ne prend pas en compte les pipettes dont le volume nominal est inférieur à 40µl. 
Les valeurs de E% et de CV%, pour les pipettes P40 et P50 ayant un volume minimal de 5µl sont ceux correspondants à un volume minimal de 10µl
8-Conditions d’essais

L’essai doit être réalisé dans la salle des balances (4282). La pipette à vérifier et l’eau distillée devront avoir séjourné dans la pièce pendant au moins deux heures afin de parvenir à un équilibre avec les conditions de la pièce
a) Contrôle de l’étanchéité
Avant la vérification de la pipette, il est nécessaire d’effectuer un test d’étanchéité. Prélever le volume nominal puis maintenir la pipette verticale et vérifier qu’elle ne fuit pas. Si elle fuit, nettoyer l’embout de la pipette avec un kimwipes et de l’eau distillée. Mettre un nouveau cône et répéter l’opération. Si la pipette fuit encore, arrêter le contrôle et effectuer une opération de maintenance curative.
b) Volumes d’essai et nombre de mesures par volume
Le contrôle est effectué pour 3 volumes :
- Volume minimal

- Volume à 50% du volume nominal

- Volume nominal

4 mesures doivent être réalisées pour chaque volume d’essai. Ces mesures sont utilisées pour calculer l’erreur systématique et aléatoire de mesure

c) Protocole
1- Noter la température ambiante en °C à l’aide du thermomètre de précision avec une précision au 1/10ème  
2- Noter la pression atmosphérique de l’air en kPa avec une précision au 1/10ème : Se référer au site de Meteociel.fr et sélectionner « Pression » dans la rubrique en temps réel, puis relever la pression atmosphérique à « Angers-Beaucouzé » 
Ces valeurs sont nécessaires pour le choix du facteur de correction Z
3- Arrêter la balance (balance à 10-4 ou 10-5 selon le volume d’essai)
4- Suivre la notice de montage du piège à humidité pour les balances d’analyses XS/XP
5- Allumer la balance et la mettre à zéro
6- Régler la pipette à piston sur le volume nominal. Ce réglage ne doit pas être modifié au cours du cycle d’essai de 4 mesures
7- Installer un cône neuf sur la pipette correspondant à celui des conditions d’usage de la pipette
8- Pré-rincer deux fois le cône avec l’eau distillée placée dans le récipient de prélèvement
9- Prélever l’eau distillée en immergeant l’orifice de distribution du cône de 2mm ou 3mm sous la surface de l’eau en mode direct
(Attendre 1 à 2 sec de sorte que la totalité du liquide puisse remonter dans le cône)

10- Retirer la pipette de manière verticale

11- Essuyer le cône sur le bord du récipient de prélèvement

12- Placer l’extrémité du cône à l’intérieur de l’orifice du kit pour distribuer lentement le volume dans le récepteur. Essuyer l’extrémité du cône le long de la paroi interne du récipient de pesée
13- Après stabilisation de la balance, appuyer sur l’imprimante de la balance pour enregistrer la masse obtenue ou noter la masse obtenue.
14- Répéter le cycle d’essai à partir du point 10 ; jusqu’à ce que les 4 mesures aient été enregistrées

La durée du cycle de pesée doit être le plus court possible et il est important qu’elle soit régulière au sein de chaque cycle
15- Régler sur 50% du volume nominal et répéter le cycle d’essais jusqu’à obtenir 4 mesures

16- Régler ensuite la pipette sur le volume minimal et répéter le cycle d’essais jusqu’à obtenir 4 mesures
9-Calculs

Les calculs sont effectués :
- Soit manuellement comme décrit ci-dessous,

- Soit automatiquement à l’aide d’une feuille de calcul spécifique

Calcul manuel
- Relever les valeurs de masses mi obtenues de la balance en mg
- Faire la moyenne des 4 masses (n = 4) mi et diviser par 4  pour obtenir la masse moyenne 
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en mg
- Convertir la masse moyenne 
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obtenue en volume moyen 
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Valeurs de Z en microlitres par milligramme
	Température

en °C
	Pression d’air en kPa

	
	80
	85
	90
	95
	100
	101.3
	105

	15.0
	1.0017
	1.0018
	1.0019
	1.0019
	1.0020
	1.0020
	1.0020

	15.5
	1.0018
	1.0019
	1.0019
	1.0020
	1.0020
	1.0020
	1.0021

	16.0
	1.0019
	1.0020
	1.0020
	1.0021
	1.0021
	1.0021
	1.0022

	16.5
	1.0020
	1.0020
	1.0021
	1.0021
	1.0022
	1.0022
	1.0022

	17.0
	1.0021
	1.0021
	1.0022
	1.0022
	1.0023
	1.0023
	1.0023

	17.5
	1.0022
	1.0022
	1.0023
	1.0023
	1.0024
	1.0024
	1.0024

	18.0
	1.0022
	1.0023
	1.0023
	1.0024
	1.0025
	1.0025
	1.0025

	18.5
	1.0023
	1.0024
	1.0024
	1.0025
	1.0025
	1.0026
	1.0026

	19.0
	1.0024
	1.0025
	1.0025
	1.0026
	1.0026
	1.0027
	1.0027

	19.5
	1.0025
	1.0026
	1.0026
	1.0027
	1.0027
	1.0028
	1.0028

	20.0
	1.0026
	1.0027
	1.0027
	1.0028
	1.0028
	1.0029
	1.0029

	20.5
	1.0027
	1.0028
	1.0028
	1.0029
	1.0029
	1.0030
	1.0030

	21.0
	1.0028
	1.0029
	1.0029
	1.0030
	1.0031
	1.0031
	1.0031

	21.5
	1.0030
	1.0030
	1.0031
	1.0031
	1.0032
	1.0032
	1.0032

	22.0
	1.0031
	1.0031
	1.0032
	1.0032
	1.0033
	1.0033
	1.0033

	22.5
	1.0032
	1.0032
	1.0033
	1.0033
	1.0034
	1.0034
	1.0034

	23.0
	1.0033
	1.0033
	1.0034
	1.0034
	1.0035
	1.0035
	1.0036

	23.5
	1.0034
	1.0035
	1.0035
	1.0036
	1.0036
	1.0036
	1.0037

	24.0
	1.0035
	1.0036
	1.0036
	1.0037
	1.0037
	1.0038
	1.0038

	24.5
	1.0037
	1.0037
	1.0038
	1.0038
	1.0039
	1.0039
	1.0039

	25.0
	1.0038
	1.0038
	1.0039
	1.0039
	1.0040
	1.0040
	1.0040

	25.5
	1.0039
	1.0040
	1.0040
	1.0041
	1.0041
	1.0041
	1.0042

	26.0
	1.0040
	1.0041
	1.0041
	1.0042
	1.0042
	1.0043
	1.0043

	26.5
	1.0042
	1.0042
	1.0043
	1.0043
	1.0044
	1.0044
	1.0044

	27.0
	1.0043
	1.0044
	1.0044
	1.0045
	1.0045
	1.0045
	1.0046

	27.5
	1.0045
	1.0045
	1.0046
	1.0046
	1.0047
	1.0047
	1.0047

	28.0
	1.0046
	1.0046
	1.0047
	1.0047
	1.0048
	1.0048
	1.0048

	28.5
	1.0047
	1.0048
	1.0048
	1.0049
	1.0049
	1.0050
	1.0050

	29.0
	1.0049
	1.0049
	1.0050
	1.0050
	1.0051
	1.0051
	1.0051

	29.5
	1.0050
	1.0051
	1.0051
	1.0052
	1.0052
	1.0052
	1.0053

	30.0
	1.0052
	1.0052
	1.0053
	1.0053
	1.0054
	1.0054
	1.0054


Tableau 1 : Facteurs de correction Z pour l’eau distillée en fonction de la température d’essai et de la pression barométrique absolue
- Calculer la justesse E : différence entre la moyenne d’une série de mesures consécutives d’un même volume 
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 et le volume d’essai choisi, c’est-à-dire le volume minimal, volume à 50% ou volume nominal

- Calculer l’écart type ET à partir des masses mi obtenues 
- Calculer le CV(%), rapport (ET / 
[image: image7.wmf]V

)*100

Calcul automatique
- Ouvrir le fichier Excell « Feuille de Calcul pipettes méthode gravimétrique » sous l’intranet du site de la SFR ICAT 4208 dans la rubrique « Accès Direct » :  http://www.icat4208.univ-angers.fr/fr/index.html
Saisir l’ensemble des champs suivants après avoir choisi la feuille de calcul adapté dans « avant maintenance et ajustage » :

Afin d’illustrer cette partie, le fichier est présenté dans le cas du contrôle d’une pipette P40 

- le modèle de la pipette

- le numéro de série

- le type de cône
- la référence du thermomètre

- la référence de la balance ( 10-4 ou 10-5)

- le nom de l’opérateur

- la date

- la balance utilisée

- noter la température ambiante, la pression atmosphérique (site météociel) et le facteur Z correspondant (cf tableau 1 p7/9)
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Dans la colonne « J »correspondant au volume nominal, entrer les valeurs des masses correspondantes comme décrit dans le protocole « point 6 à 14 »
Effectuer de même pour le volume à 50% « colonne F » et le volume minimal « colonne C »
Rappel : pour volume minimal des pipettes P40 et P50, se reporter à la note 1 et 2 page 5/9
Après la saisie des 4 valeurs individuelles, le calcul de la moyenne (sans et avec le facteur de correction), la justesse (en%, notée E) et la répétabilité (en %, notée CV) se font automatiquement.
Le statut de « conformité » ou de « non-conformité » est déterminé automatiquement au regard des spécifications de la norme ISO 8655-2
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10-Actions correctives et préventives
Si les résultats ne sont pas conformes, c’est-à-dire si les valeurs obtenues pour E et/ou CV sont hors des spécifications tolérées :
a) vérifier si toutes les étapes de la procédure ont été effectuées correctement, puis recommencer le contrôle

b) Si les résultats ne sont pas satisfaisant, la pipette est déclarée non conforme et doit faire l’objet d’opérations de maintenance.

11-Archivage
Les résultats des contrôles doivent être enregistrés puis archivés afin de pouvoir effectuer un suivi de l’état des pipettes.
Après vérification d’une pipette, le document ENR_Tableau de suivi du contrôle des pipettes doit être renseigné afin d’assurer le suivi de chaque pipette et archivé en version papier auprès du responsable qualité et en version informatique sur le réseau 
Effectuer 4 prélèvements successifs d’eau distillée correspondant au volume maximum spécifique de chaque pipette en pesant chaque prélèvement (= 4 valeurs de pesée)





Recommencer la même opération au volume à 50% de chaque pipette (= 4 valeurs de pesée)








Recommencer la même opération au volume minimum de chaque pipette (= 4 valeurs de pesée)


Note : la qualification du volume de 5µL se fait en 2 distributions pour atteindre la pesée minimale de 10mg








Introduire les 12 valeurs de pesée dans le fichier Excell « Feuille de Calcul pipettes méthode gravimétrique » pour calculer la justesse et la répétabilité de chaque pipette testée





Comparer les valeurs obtenues aux limites d’erreurs maximales tolérées définies par la norme 8655-2 de chaque pipette





Retirer de la circulation les pipettes défectueuses pour une opération de maintenance





Archiver les résultats dans le « Tableau de suivi du contrôle des pipettes par laboratoire » Renouveler le contrôle des pipettes suivant les modalités définies dans le présent document 








Date d’application : 14/03/2016
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